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　　Digitoxin一，　digoxin－and　ouabain－antisera　with　a　high　a缶nity　and　specificity　for　respective　glycosides
were　obtained　by　using　a　new　procedure　developed　by　us　from　Smith’s　method．　Radioilnmunoassay
（RIA），　technics　were　applied　and　the　characteristics　of　the　antisera　were　studied．　The　following　results
were　obtained．
　　1）　These　antisera　are　capable　of　detecting　O．1　ng／1n40f　digitoxin，　digoxin　and　ouabain．
　　2）Each　antlserum　reacts　with　the　respective　corresponding　glycosides　with　a　high　degree　of
specificity　and　shows　no　signi丘cant　cr（）＄sreacti▽ity　with　the　other　two　non－corres－pondiロg　glycosides．
　　3）With　respect　t。　the　reactivity。f　some　deriサatives　of　corresponding　glycosides，　the　reactions　of
digitoxin－antiserum　with　digitoxln－metabolites　such　as　digitoxigenin　bis－digitoxosid　and　digitoxigenin
mono－digitoxosid　and　that　of　digoxin　ant三serum　with　digoxigenin　bis－digitoxosid　and　digoxigenin　mono
d．igitoxosid　are　almost　unrecognizable；however，　ouabain－antiserum　reacts　with　hydro－ouabain　to　a　similar
degree　as　in　the　case　6f　ouabain．
　　On　the　basis　of　these　results，　the　relationship　between　RIA－speciti丘city，　sensitivity　of　these　antisera
of　cardiac　glycosides　and　the　chemical　structure　of　the　glycosides　was　discussed．
緒 論
　強心配糖体は古くから有効な強餌薬として広く用いられ
ているが，反面，中毒をおこしやすい危険な薬物でもある
ため，使用に際しては慎重を要するものとされている．こ
の中毒を予防する一つの手段として，血行中の強心配糖体
の濃度を正確に知ることも大切と考えられる．この目的の
ために各種の強心配糖体微量定量法1）が研究されてきた．
近年，ステロイドホルモンの微量定量法としてRadio－
immun・assay（以下RIA）が開発され，臨床応用も普及し
つつある現状である．このRIAの原理を強心配糖体，こ
とにdigitoxin，　digoxinの定量に応用したSmith2，3，4・5）
らおよびOliver6）らはすぐれた成績を報告している．一
方，RIA以外の微量定量として，強心配糖体がNa－K－
ATPaseに特異的に結合し，その活性を抑制することを
利用した定量法として赤血球の86Rb摂取法7・8，9），およ
びATPaselo・11・12）との結合法がある．これらはRIA法
とは異なり，生物学的定量法であって生物活性に依存した
方法である．
　実際にジギタリス中毒患者の1f皿中digoxin濃度を上記
の2法にて測定し比較した成績によると，両者の測定値が
ほとんど一致したとの報告13＞もあるが，また一致しないと
の報告14）もある．このことは，血中には強心配糖体の代謝
産物が多種出現すると推定されるが，そのうちには，生物
学的活性の強いものから，活性のないものまで存在するも
のと考えら．れるので，2法による測定値に相違があっても
不思議ではない．
　RIA法は抗原一抗体反応に依存するもので生物学的活
性とは無関係であるので，特異性がより大であるものと考
えられる．そこでまず，digitoxin，　digoxinおよびまだ未
検討であるouabainを材料として，抗血清を1乍製し，こ
れらの特異性，感度について検討した．ことに，それぞれ
の代謝産物との相関に注目した．その結果を報告する．
＊　本論文の要旨は第23回日本薬理学会北部会（昭和47年10月於富山市）にて発表した．
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実験方法
小沼藤野　　強心配糖体のRadioimmunoassay
1．抗体の作製
①　抗原（強心配糖体一蛋白一抱合体）の調製
　Smith　and　Butler4）らの方法に準じて，　digitoxin，　di－
goxinおよびouabainとアルブミンとの抱合体をf乍製し
た，Fig．1はdigitoxin一アルブミン抱合体の合成法であ
るが，この合成法をdigoxinおよびouabainとの蛋白抱
合体合成の場合にも用いた．すなわち，digitoxin約500
mg（0．5　mmole）を無水ethano120　m4に溶解し，これに
0．1日過ヨード酸ナトリウム20m4を擬絆しながら滴加す
る（反応1）．25分後，1Methylenglyco10．6　m4で過剰
の過ヨード酸ナトリウムを分解する．次にこの反応液に牛
血清アルブミン（以下BSAとする）溶液（牛血清アルブ
ミン560mgを20　m4の水に溶解し，5％炭酸カリウム0．4
m4でpH　9．5に調製した）を掩絆しながら滴加する．この
間，反応液のpHは5％炭酸カリウム液2。Om4の滴加に
より9．0～9．5に保った（反応2）．45分後，新たに調製した
水素化ホウ素ナトリウム液（039／20m4　H20）を加える
（反応3）．3時間後，1Mギ酸7．6　m4を加えてpHを6．5と
して1時閣撹押した後，1M一水酸化アンモニウム1．5　m4
を加えることによりpH　8．5とする．その後，全反応液をセ
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ルロースチューブ（18／32三光純薬社製）で流水中24時間
透析する（透析1）．次に透析内容液をビーカーに移し0．1
N一塩酸2．8m6を加えてpHを6．85～4．5とする．1時間室
温に静置し，次いで4℃で4時間静置すると大部分の蛋白
が沈殿する．この懸濁液を4℃で！，000Xg1時間遠心し，
沈1査を0，！5M炭酸水素ナトリウム液5m4に溶かし，再び
流水 4日間透析する（透析2）．最後に，透析内容液を凍
結乾燥して一20℃で貯える．最終生成物の収量はdigit・
oxin－BSA　361　mg，　digoxin－BSA　237　mg，　ouabain－BSA
339皿gであった．また，これらの吸収スペクトルを島津
ダブルビームUV－200型分光光度計により，83％硫酸中で
測定し，BSAおよびフリーのdigitoxin，　digoxinまた
ouabainと比較した．　digitoxin－BSAは475　Hmに最大
吸収を有し，これに相当するdigitoxinの最大吸収は483
nmであった．別様にdigoxin－BSAは474nmでdigoxin
は482nm，さら｝こouabain－BSAは287　nmでouabain
は326nmであった．
　Fig．2にdigitoxin，　digoxinおよびouabainのアル
ブミン抱合体の構造式を示した．
　②　免疫方法
　上記の抗原（強心配糖体一アルブミン抱合休）の1mg
を1m4の生理食塩水に溶解し，等量のFreund，s　complete
撫1聯撫韻塞÷〉＿蔚
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　　Fig．1　Sequence　of　steps　used　in　synthesis　of　digitoxin－BSA　compounds．
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Fig．2　Stractures　of　digitoxi－n，　digoxin－
　　　　and　ouabain－BSA　compounds．
adjuvantでエマルジョンとする．最初はこのエマルジョ
ン0．4m4を，2および3回目は10日間隔で各0・4　m4ずつ
をウサギの腰筋内に注射した．
　最終投与から40日後に，全ぽLLを頸動脈より採取した．血
液は4。Cで一夜おいた後，並L清を分離し，　digitoxin抗血
清，digoxin抗血清およびouabain抗血清として一20。C
で貯えた．
2．Radio三mmUnOassayの方法
　被検体（血清）0．2m4および抗血清0．1　m6（非標識の強
心配糖体が存在しない場合には添加した3H一標識強心配糖
体の約50％が結合するようにあらかじめ希釈した抗血清）
を遠沈管にとりよく混和後，室温に5分間放置する．次に
3H一標識強心配糖体0・1　m4（3－5n9，　sPeci丘。　activityは
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digitoxin　26　mCi／mg，　digoxin　l　mCi／mg，　ouabain　20
mCi／mg，　England　Nuclear社製）およびリン酸緩衝液を
加えて全量を0．8m4とし，よく混和後15分間室温に放置
する．この間に抗体との結合において非標識配糖体と標識
配糖体との問に競合が行なわれるのである．
　次いでdextran－coated－charcoa1懸濁液（5％charcoal
懸濁液と0．5％dextran溶液との等量混合液）を添加し，
抗血清と結合していない配糖体を吸着させる．この吸着物
を15分の遠沈により除き，上清をcounting　vialにとり
Bray’s　Scintillator　15　m4を加え．　Liquid　Scintillation
Counter（堀場製LS－500型）にてそのradioactivityを
測定する．これを基としてその抗血清と結合した3H一強心
配糖体量を算出し，結合百分率を求める．
①Assayの感度
実験結果
　digitoxin，　digoxinおよびouabainのそれぞれに対す
る抗血清をつくり，これを用いてradioimmunoassayを
行ないその感度を調べた．Fig。3aはdigitoxinの標準液
（0・1～10ng／m4）．の存在による抗血清に対する3H－digi－
toxinの結合率の変動を示したものである，この方法によ
るdigitQxinの検出は0．1　ng／m4までdigitoxin抗血清
で検出可能であった．また抗血清の活性が一定であって添
加する3H－digitoxinの量も一定の時には，結合率の大小
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Reciprocal　plot　of　standard　radioimmunoassay　data　shown　Figure　3　a）
have　been　plotted　as　reciprocal　antibody　bound　3H－digitoxin　counts
against　a　1玉near　scale　of　unlabelled　digitoxin　concentration．
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を結合した3H－digitoxi皿量で示すことも可能である．そ
こでFig．3bに示すように，たて軸に抗体結合digitoxin
の量（dpm）の逆数をプロットし，横軸に非標識dig．itoxin
標準液の濃度をとってみると，検量線は直線となった．同
様にdigoxin，　ouabain抗血清の場合の結果はFig，4に
示すごとくになった．これらの結果よりdigoxinおよび
ouabainの何れについても0．1　ngまでの定量が可能で
あった．
　②　Assayの特異性
　まずdigitoxin抗血清の特異性については，　dig玉toxin
以外の数種の強心配糖体との結合状態から判定した．この
場合の非標識配糖体として，digitoxin，　digitoxigenin，
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　　The且gure　shows　that　digitoxigenin，　digitoxigenin　mQnodigitoxoside，　digitoxigenin
bisdigitoxoside，　digoxin，　ouabain　and　proscillaridi且e　A　are　much　less　potent　than
digitoxin　in　displacing　3H－digitoxin　from　antibodies．　The　arrow　on　vertical　axis
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digitoxigenin－monodigitoxoside，　digitoxigenin－bisdigi－
toside，　digQxin，　Quabain等を用いた．　digitoxinと
digoxinとはC－12位にOH基を有するか否かの1点だ
け異なるのみで，非常に構造が似ているにもかかわらず，
Fig．5から明らかなように，　digitoxin抗血清は顕著に
digitoxinとdigoxinを識別した．一：方，ステロイド核部
．分の構造は同じで糖部分の構造が異なるdigitoxigenin
（糖が3個欠除），digitoxigen玉n一皿Qnodigitoxoside（糖が
2個欠除）およびdigitoxigenin－bisdigitoxoside（糖が1個
欠除）の場合も明らかにdigitoxinと離れた曲線を得た．
また構造的にはステロイド核部分も糖部分も異なるoua－
ba nに至っては，　digitQxinとは：更に著明に離れた曲．線と
なった．digoxin抗血清，　ouabain抗血清の特異性につい
ても同様の結果であった（Fig．6，　Fig．7）．　Table　1は，
抗血清 結合する3H一強心配糖体の量が，非標識強心配糖
体の存在によって非存在時の50％に減少させるのに必要
なその強心配糖体の量（濃度）を表示したものである．た
とえぽ，digitoxin抗血清の場合，抗血清と3H－digitoxin
との結合量を始めの50％に減少させるに必要．な非標識
digitoxinの濃度は。β2　ng／m4であり，　digitoxigeninで
葦
畢
呈
監
箋
震
4．0
30
20
ピ
。L頭
Ou西ba．i【
、
Digitoxig2nin
．堕　　Di鐸oxigEロ…”
b．
　　　澱
．Pros⊂iildrid…ne　A
　　レ
　　辺
Digitoスin
Digoxin
1　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　5q　　　100
　　　UNLABELED　LIGAND　　　［　鳴9／m1　］
Fig．7　　Speci五city　of　anti－ouabain　serum．
500．
　　Table　l　Co〃ψαノ’ガ5ωzげ宴）86切ごめ，α’πoπ94ガ9ガ彦。鋭η一，4ゴ90翅ノz’απ4
　　　　　　　　0㍑αろα勿一功66解。‘zη’f587一α
　　T1乙8オαうZ85ん0測∫読θ60／Zαη伽Z’fo刀α7Z4プαオガ。げ”α1ゴ0配∫〃89磁4’04θご2℃α5θ
50％げ侃伽8げδo襯43HLZピ8伽4（～ブ彦1zθτ必‘8ヵ2αう56ηoβノ～oη♂α観」β4　Zf即π4
＼一一m＿、　　　　Ligand
Antisemm　．＼．～＿
DIGITOXIN
DIGOX工N
OUABAIN
ng／m4
ratio
ng／m4
ratio
ng／m4
ratio
Digitoxin
DiSξ。、。t・・n…
0．62
①
800
640
1000＜
204＜
！06
！70
1000＜
204く
mOIlol）
56：
90
bis2）
56
90
Digoxin
Digoxin
66
104
1．25
①
88
18
ge lne
1000〈
800＜
1000〈
204く
mono3）
2．60
200
日目s4）
260
200
Ouabain
Ouabain
270
429
1000く
800く
4．9
①
Dihydro・ouabain
15．2
3．1
prosci．5）
1000く
1600く
1000＜
800く
1000＜
204＜
1）
3）
5）
mono＝Digitoxigeni且一monodigitoxoside
mono＝Digoxigenin－monodigitoxoside
prosci．；Proscillaridine　A
2）　bis＝Digitoxigenin－bisdigitoxoside
4）　bis＝Digoxigenin－bisdigitoxoside
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は106ng／1n4であった．前者の値を①としたときの他の
各強心配糖体の必要濃度を算出すると，digitoxigenin－
monoおよび一bisdigitoxosideは90倍，　digitoxigenin
は170倍，digoxinは104倍，　ouabainは429倍の濃度と
なった．つまり倍率が高いものほど抗血清との親和性が低
いということであって，digitoxinと識別しやすいことを
示すものである．
　同様に，digoxin抗血清と非標識digoxinの結合を①
とすると，digitoxinは640倍，　ouabainは800倍以上の
濃度を必要とした．
　またouabain抗血清と非標識ouabaiコを①とすると，
ラクトン環が還元されたdihydroouabainは3．1倍，　pro－
scillaridine　Aは204倍，　digoxinは18倍の濃度であった．
考 按
1・抗原の作製について
　強心配糖体一蛋白抱合体を作製するに際して，蛋白とし
てヒト血清アルブミンまたは牛血清アルブミンが用いられ
ており，合成法も色々試みられているが，磁区らはButler4〕
らの方法により牛血清アルブミン（BSAと略）との抱合体
を作製した．500mgのdigitoxin，　digoxinおよびouabain
を原材料として，それぞれ361，237および357mgのBSA
抱合体を得た．これらの収量はかなり良好と考え．られる
が，原強心配糖体の蛋白結合能の程度とは無関係であり，
これらの抗原性も3老だいたい同程度であった．
　なお，proscillaridine　Aについて同様の方法にてBSA
抱合体を作製したが，得られた抗血清の活性がはなはだ弱
く，RIA用には不適であった．これについては方法論的
に再検討を要すると考えられる．
2．感受性および特異性について
　①免疫期間との関係
　著者らの今回作製したdigitoxin抗血清，　digoxin抗血
清およびouabain抗血清を用いてのそれぞれの強心配糖
体の測定限界はいずれも0．1ng／m4　serumであった．こ
れはOliver6）らのそれよりも鋭敏であり，　Smith　and
Butler2）らの原品とは同等である．免疫期間としてS皿ith
らは12～97週行い，得た血清の抗体価は免疫日数ととも
に上昇するが，特異性については反対に低下したと報告し
ている．著者らは：4週間という短い期間の免疫であった
が，感度についても，また特異性についても満足すべき成
果を得たと考えられる．
　②　代謝産物との関係
　Table　1から明らかなように，digitoxin抗血清，　digQxin
抗血清およびouabain抗血清のいずれもすぐれた特異性
を示した．たとえば，digitoxin抗血清はdigitoxinと強
く結合するが，これ以外の強心配糖体およびそれらの代謝
産物との結合は100倍以上も弱いために，digltoxinを特
異的に識別できた．このことは反面，digitoxin抗血清は
digitoxin以外のものの測定には不都合であることを示す
ものである．digoxin抗血清についても全く同様である．
ただし，ouabain抗血清については，　ouabainとdihydro－
ouabainとの識別は困難のようである．
　これらの事実から考えると，ヒトのジギタリス中毒の予
知のために血中ジギタリス濃度測定にあたって，digitoxin
抗血清またはdigoxin抗血清のみを用いたのでは，それら
の代謝物の存在を見逃すことになる．現時点ではヒトにお
ける配糖体の代謝物の詳細は明らかではないが，これら代
謝物が明らかになった時点では，これらの抗血清をも使用
する必要が生じるかもしれない．将来の研究に待ちたい．
　また最近，教室の吉田15）はネコについてdigitoxinの
体内代謝物について検討を加えたが，digitoxinの水溶性
代謝物（glucuron酸または硫酸抱合体）が比較的大量に血
中に見出されるという．このもののジギタリス中毒におけ
る役割は未詳であるが，digitoxinの腸肝循環を介しての
体内蓄積現象に関心あるものと推定されている．従ってこ
の水溶性代謝物の測定も有意義である．この測定にRIA
が利用できるか否かは現在不明である．今後の検討に待つ
ところである．
　③　化学構造との関係
　強心配糖体の化学構造上の重要な部位は，1）ステロイド
母核，2）糖，3）ラクトン環の3つと考えられる、抗血清
の特異性に対するこれら構造部位の役割を考察してみると
　1）ステロイド核……G12位にOH基を有することだ
けの構造上の相違であるdigoxinとdigitoxinはお互い
にはつぎりと識別し，交差反応は認められない．digoxin
抗血清はより強くdigitoxinを拒否するようである．
　2）糖の種類と数……C－3位の糖についてみると，digi－
toxoseの数が3つである原配糖体と，糖の脱落した代謝
産物とは明らかに識別される．ただし，digitoxoseの1つ
のもの，2つのものの識別は困難のようである．このよう
｝こdigitoxoseの数が抗血清の特異性に影響しているよう
である．また糖の種類について当然考えられるところであ
るが，今回は検討できなかった．
　3）ラクトン環……今回用いた配糖体のうちではoua－
bainとdihydroouabainとはラクトン環の二重結合の有
無の相違であるが，ouabain抗血清はdihydroouabain
を識別しえないようである．もちろん6員環であるpro－
sc llaridine　Aに対しては明らかにこれを識別しうるので
ある．
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結 論
　Smithの原法を改良してえた各種強心配糖体抗血清を
用い，Radioimmunoassayの感度ならびに特異性を詳細
に検討した．
　　1）作製したdigitoxin，　digoxinおよびoubain抗血
清を用いてのRadioimmunoassayの測定限界はいずれも
0．1ng／m6　sernumであった．
　　2）digitoxin抗血清はdigitoxinと強く反応したが，
他の強心配糖体やその代謝物との反応は極めて弱かった．
　　3）digoxin抗血清はdigoxinと強く反応したが，　di－
goxin以外の配糖体とは反応し難かった．
　　4）ouabain抗血清はdihydroQuabainともouabain
と同程度の結合性を示した．
　　5）抗血清の感度並びに特異性と免疫期間，化学構造，
代謝物との関係について論じた．
　本稿を終るにのぞみ，．ご懇篤なるご指導，ご校閲をたま
わった田中護教援に深甚なる謝意を捧げる．．と共に，ご協力
をいただいた教室員各位に深謝します．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51・3・3受付）
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